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摘要 
 
T 细胞是后天免疫系统中对抗病原微生物感染，清除自身癌变细胞、维持免
疫稳态的一群重要的细胞亚群。T 细胞在胸腺中发育成熟，在外周免疫器官中发
挥作用，但对于 T 细胞发育和 T 细胞抗感染免疫中的调控机制目前仍不清楚。
Themis 是近年来发现的在 T 细胞中特异性表达的分子，研究发现 Themis 在 T 细
胞发育中具有重要的作用，Themis 在全基因组水平上的缺失，极大地影响了胸
腺 T 细胞发育。尽管后续对于 Themis 在 T 细胞发育中的研究有了很大的进展，
还仍有许多问题亟待解决。Themis 在胸腺 T 细胞发育中的分子机制仍需深入研
究，Themis 在外周 T 细胞中的功能还一无所知，特别是在抗感染免疫中的作用
仍属空白。厘清 Themis 在 T 细胞中的功能和分子机制有助于为临床提供新的免
疫干预靶点。 
为了研究 Themis 在 CD4+T 细胞抗李斯特菌感染中的作用，我们使用李斯特
菌感染对照和外周 T 细胞中特异性敲除 Themis 小鼠（Themisfl/fl dlck Cre）。dlck 
Cre 是在胸腺阳性选择后开始表达 Cre 酶，从而避开 Themis 在胸腺发育中的影
响。7 天之后处死小鼠，分析脾脏 CD4+T 细胞，研究发现，在李斯特菌感染后，
Themis 的缺失并未影响 CD4+T 细胞的活化、细胞因子的产生，这提示了 Themis
并未影响 CD4+T 细胞介导的抗李斯特菌感染。 
此外，为了厘清 Themis 在胸腺发育和 T 细胞功能的分子机制，寻找与 Themis
分子直接结合和相互作用的蛋白，我们有必要构建 Themis-3×FLAG 过表达的小
鼠，然而，在构建此基因型小鼠前，需要首先鉴定 Themis-3×FLAG 的功能是否
和 Themis WT 的功能一致。本文通过骨髓重构实验验证 Themis-3×FLAG 的功
能，研究发现，与 Themis-/-小鼠造血干细胞转了空质粒相对比，无论是回补 Themis 
WT 还是回补 Themis-3×FLAG，均能够恢复 Themis 缺失造成的胸腺 T 细胞发育
的缺陷，但是回补 Themis-3×FLAG 后，脾脏、淋巴结中 CD4+T 和脾脏中 CD8+T
细胞的比例都低于直接回补 Themis WT，这提示 3 个 FLAG 标签可能部分影响
了 Themis 的功能，其功能仍需要进一步实验来验证。 
关键词：Themis；T 细胞发育；李斯特菌；骨髓重构 
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ABSTRACT 
T cell is an important subset of cells in the acquired immune system, fighting the 
infection of pathogenic microorganisms, removing autologous cancerous cells and 
maintaining immune steady-state. T cells are mature in the thymus and play a role in 
peripheral immune organs, but the regulating mechanism of T cell development and T 
cell anti-infection immunity remains unclear. It is reported in recent years that Themis 
is specifically expressed in T cells, and it was found that Themis was important in T 
cell development. The germline absence of Themis greatly affects the thymocyte 
development. Although the great progress has been made in the follow-up researches 
on Themis′s function in T cell development, there are many questions to be solved. The 
molecular mechanism of Themis in T cell development is still studied in depth, and 
there exists nothing about its role in peripheral T cells, especially in anti-infection 
immunity. Therefore, clarifying the function and molecular mechanism of Themis in T 
cells will contribute to providing a new immune intervention target for clinic.  
Here, to study the function of Themis in anti-listeria infection in CD4+T cell, we 
used Listeria monocytogenes to infect the control mice and mice Themis-specifically 
knockout in peripheral T cells ( Themisfl/fl dlck Cre ). Cre begins to be expressed after 
the positive selection in T cell development in dlck Cre mice, so that the effect of 
Themis deficiency on thymocyte development is avoided. We sacrificed the mice at the 
7th day post-infection and analyzed the splenic CD4+T cell. The results showed that 
Themis deficiency did not affect the activation of peripheral CD4+T cells and the 
production of cytokines in anti-listeria infection. It suggested that Themis did not affect 
fighting Listeria infection mediated by CD4+T cells.  
Moreover, to make clear the mechanism of Themis in thymocyte development and 
T cell function, and search proteins binding directly to and interacting with Themis, we 
plan to build the over-expressing Themis-3×FLAG mouse. However, before making 
the mice of the genotyping, we firstly identified whether the role of Themis-3×FLAG 
is consistent with that of Themis WT. Here, we performed the bone marrow 
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reconstitution experiment to identify the function of Themis-3×FLAG. The results 
showed that, compared with hematopoietic stem cells of Themis-/- mice transduced with 
empty plasmid, whether over-expressing Themis WT or Themis-3×FLAG could rescue 
the deficiency of T cell development caused by the deletion of Themis, but in over-
expressing Themis-3×FLAG mice, the percentage of CD4+T cells of spleen and lymph 
nodes and splenic CD8+T cells was less than that of over-expressing Themis WT mice. 
This suggested that 3×FLAG tag may have a partial effect on Themis′s function, so the 
further experiments are needed to be carried out to identify its function. 
Key words: Themis; T Cell Development; Listeria Monocytogenes; Bone Marrow 
Reconstitution    
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第一章 前言 
 
1.1 Themis 蛋白家族与免疫系统 
 
1.1.1 Themis 蛋白家族简介 
 
     Themis 蛋白家族是一类具有含 β-半胱氨酸结构域(CABIT)的蛋白[1]，该蛋
白家族在哺乳动物中由 5 位成员组成，分别是 Themis、Themis2、Themis3、Garem
和 Garem2[1-3]，其中，前三种 Themis 蛋白在结构上非常类似，都有两个保守的
CABIT 结构域、脯氨酸富集区(PRR)，而 Garem 和 Garem2 有三个功能结构域，
分别是 CABIT、PRR 和 SAM 结构域[1-3]。这些成员在免疫系统、信号传导等生
理活动发挥着重要的作用。研究表明，Garem 在表皮细胞生长因子受体(EGF 
receptor)信号通路中调控 Erk 的活化，并且也影响着肿瘤形成[2]；Taniguchi T 等
认为 Garem2 通过调控 Erk 信号通路进而促进神经母细胞瘤细胞的轴突增生[3]；
Themis2 虽然在 B 细胞发育、活化以及抗体应答反应中不是必要分子[4]，但最新
研究表明，其可以降低受反应性低的抗原刺激时 B 细胞活化的阈值[5]。当然，在
这五位 Themis 蛋白家族成员中，研究最多的是 Themis，其中，最具有历史性意
义的是，付国、Johnson 和 Lesourne 等多位科学家于 2009 年同时而又独立地发
现了 Themis 在胸腺 T 细胞发育的作用[1, 6, 7]。 
 
1.1.2 Themis 蛋白结构特点 
 
Themis 位于人的 6 号染色体上，鼠的 10 号染色体上，人源 Themis 蛋白和
鼠源 Themis 蛋白高度同源，同源程度达 81%，相似程度达 86.4%[6]。Themis 主
要表达于胸腺和淋巴结组织中，其中，在胸腺组织的表达量最高[6, 7]。如图 1.2 所
示，Themis 蛋白在 N 端有两个串联的 CABIT 结构域，这两个结构域上分别存在
保守的核心区 Core1 和 Core2，在 CABIT2 结构域中包含核定位信号，在 C 端上 
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游有脯氨酸富集区[8]，这些结构都参与 T 细胞的发育，其中 NLS 和 Core1 影响
着 Themis 的核定位[9]。 
 
 
 
图 1.1 鼠源和人源 Themis 蛋白序列比对图 
Figure 1.1 Alignment of the protein sequences of mouse 
 and human Themis [6] 
 
 
 
图 1.2 Themis 蛋白结构示意图 
Figure 1.2 Structural schematic diagram of Themis protein [10] 
 
1.1.3 Themis 与 T 细胞发育 
 
1.1.3.1 T 细胞发育 
 
经过几十年的探索历程，T 细胞发育主要划分为两个过程，即发育早期和 
TCR 选择期。前者主要是 T 细胞受体(TCR)开始形成和成熟的过程，由于在该阶 
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段中，由 T 细胞前体发育而来的细胞不表达 CD4 和 CD8 分子，故又称之为双阴 
期(DN)，根据 DN 期的细胞表面分子的不同，如 CD117、CD44 以及 CD25，将
其细分为 DN1-DN4 四个时期；而后者主要是胸腺细胞通过识别 MHC 和自身/异
己抗原对 TCR 进行选择，进而发育成具有自身耐受性的成熟 T 细胞的过程。 
在成年的哺乳动物中，T 细胞发育的发生场所是胸腺，但骨髓中的造血干细
胞(HSC) 是 T 细胞的祖先。如图 1.3 所示，造血干细胞在骨髓中经过一系列发育
过程，分化形成造血细胞前体，该类细胞在趋化因子的作用下，通过血液循环迁
移至胸腺的外皮质区并且还保持了分化的潜能，根据所处的微环境不同，造血前
体细胞又可分化成多个细胞亚型，如 T 细胞、B 细胞以及自然杀伤细胞 (NKC) 
等等，研究表明，Notch1 的活化可以使造血前体细胞顺利地、成功地向 T 细胞
方向分化，而不能使该细胞向 B 细胞系方向发育[11]，此外，J. C. Zuniga-Pfluker
等人通过体外诱导实验证明Notch1-DL1 复合物也具有这样的作用[12]。在胸腺中，
造血前体细胞进一步发育为 T 细胞前体，接着，T 细胞前体继续分化形成 DN1
细胞，该细胞高表达 CD117，中表达 CD44；科学家将由 DN1 细胞分化而来的未
成熟 T 细胞称之为 DN2 细胞，此细胞表面表达 CD25 分子，并且编码 TCRγ 、
TCRδ 和 TCRβ 链的基因进行重排，在 DN2 晚期，T 细胞前体减少了 CD44 和
CD117 分子的表达量，使其完全朝 T 细胞系方向分化。在 DN3 期，TCRγ , TCRδ
和 TCRβ 基因继续重排，细胞选择了 TCR 组合方式——TCRαβ，进而继续分化，
该选择过程称为 β 选择，此时的 T 细胞表达 pre-TCRα，并与 TCRβ、CD3 组装
成 pre-TCR；表达 pre-TCR的细胞停止增殖并且不表达CD25，从而进入DN4期；
DN4 细胞继续发育，TCRα 基因进行重排，并开始表达 CD4 和 CD8 分子，最终
形成双阳(DP)细胞，DP 细胞能表达成熟的 TCRαβ/CD3 复合物。 
DP 细胞进入阳性选择阶段，与胸腺上皮细胞相作用，其中，TCR 不能与自
身 MHC 结合的细胞会凋亡，TCR 与自身 MHC 亲和力太强的细胞也会发生凋亡
而被清除，只有 TCR 与自身 MHC 以适当亲和力结和的才会被选择继续分化，
并且根据与其结合的 MHC 类型，此类细胞可发育成未成熟的单阳(SP)细胞即 
CD4+ T 细胞与 CD8+ T 细胞。 
经历阳性选择后的 SP 细胞，有能识别异己抗原的，也有能识别自身抗原的， 
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而后者是对机体有害的，因此，未成熟的 SP 细胞在胸腺皮质-髓质交界处以及髓 
质中，与胸腺的 DC 细胞等细胞表面的 MHC/自身抗原肽复合物结合，如果两者
的亲和力很强，则大部分细胞会发生凋亡而被清除，其中，少数细胞分化成调节
性 T 细胞 ( Treg ) ；如果两者不能结合，则此类细胞会存活，最终成为具有自身
耐受性的成熟 T 细胞，最后，成熟 T 细胞通过血液循环和淋巴循环，进入外周
免疫器官，如脾和淋巴结，行使它们的使命。 
 
 
 
图 1.3 T 细胞发育简图 
Figure 1.3 Simplified map of T cell development[13] 
 
1.1.3.2 TCR 信号通路概述 
TCR (T cell receptor)是T细胞表面能识别MHC-抗原肽复合物的异源二聚体， 
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